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Haemostatic tissue-adhesive collagen wound dressing in lint 

or sponge - contg. 0.3-2cm collagen layer coated on at least one side 

with 0.2-2mm fibrinogen layer 
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Designated States (Regional) : AT BE CH DE FR GB IT LI LU NL SE 
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Designated States (Regional) : AT BE CH DE FR GB IT LI LU NL SE 
Abstract (Basic) : EP 90997 A 

New dry, tissue-adhesive, fait, collagen plus fibrinogen wound 
dressing in lint or sponge form is constructed in sheets by 
freeze-drying a collagen/f ibrinogen combination. It contains a collagen 
layer 0.3-2 cm in thickness on at least one surface of which is a 
fibrinogen layer 0.2-2 mm in thickness contg. fibrinogen in an amount 
of 0.5-10 mg/square cm., anchored in the collagen layers. 

The fibrinogen used pref. contains SH groups, advantageously 
introduced by sulphydrylation or by reduction of disulphide bridges. 
The collagen pref. has a purity expressed as the nitrogen: 
4-hydroxyproline ratio of less than 4 (esp. less than 3). The dressing 
advantageously additionally contains a pharmaceutical^ active 
substance. Thus, at least one layer advantageously contains 
antifibrinolytics and/or polyvalent protease inhibitors and/or thrombin 
(not in the fibrinogen layer) and/or antibiotics (esp. gentamycin) . 

Used as self-adhesive haemostatic wound dressings for use during 
surgical operations. 
Abstract (Equivalent) : EP 90997 B 

Dry, fleecy or spongy tissue-adherent flat collagenous dressing 
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made of collagen and fibrinogen, characterised in that the dressing is 
made in layers by f reeze-drying a collagen/f ibrinogen combination and 
contains a collagen layer which is 0.3-2 cm. thick and which has on at 
least one surface a fibrogen layer which is 0.2-2 mm. thick with a 
fibrinogen content of from 0.5-10 mg/cm2 and is anchored in the 
collagen. (5pp) 

Title Terms: HAEMOSTATIC; TISSUE; ADHESIVE; COLLAGEN; WOUND; DRESS; LINT; 

SPONGE; CONTAIN; COLLAGEN; LAYER; COATING; ONE; SIDE; FIBRINOGEN; LAYER 
Derwent Class: A96; B07; D22; F07; P32; P34 

International Patent Class (Additional) : A61F-001/00; A61F-013/00; 

A61L-015/04 
File Segment: CPI; EngPI 

Manual Codes (CPI/A-N) : A03-C01; A12-V03A; B04-B04A; B12-A07; B12-H04; 

D09-C; F02-C01; F04-E04 
Plasdoc Codes (KS) : 0231 1986 2397 2537 2654 3252 2672 3286 
Polymer Fragment Codes (PF) : 

*001* 013 04- 256 402 49- 491 525 54& 55& 575 596 597 600 645 662 
Chemical Fragment Codes (Ml) : 

*01* M423 M431 M782 M903 P815 P942 R041 V614 V752 
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1 mu-hfolgcmler Oxidation iiber SS-llrikkcn /u vcmci- 

Patcnuinspruehe: /cn ^. Verlc , /UI ,g cn bj| dc , s ich dual) die llli.tgerinnimg 

,. Trockcc. st-hwammformigc. gcwcbcvuklcb un P™' Fibrinnct/werk vcian.wor.l.ch. 
bare flachenformigc. kollagene . 5 J "" be nnu daB einzelnc Fibrinmolekiilc durch 

Kollagcn und Rbnm.gcn^obc, d eko L-gc nsch ch, ^ ^» ic Rlk , or xm) vcrncl/ , wcrdcl , 

cinscitig odcr be.dsc.t.g bcschich.e. . t dad urch t ^ p idbindungull zwischc n 

gckcnnzciehnct. daO sic cine 0.3 bis 2 cm d,k " ° . bcnachbarlL . r Kc „ en . Mi. 

kc Kol.agcnschich. enthalu d.e wenigstc an anc d^Fibrinkiebung. also durch Verwendung 

Oberflachc cine 0.2 bis 2 mm ^cke Fibrinogen ,o dc r ' « lind Thrombin, wird d.e Endphasc der 

schich. mit ciner F.bnnogcnmcngc von 0 5 b. vor ^ b b B | ulge rinnung nachgeahmt. 

,0 mg/cm-' aufweist. wobc, cine Vcrankcri ng dcr plasma. £J «> * nich( in dcr L gro(jrla . 

Fibrinogcnmolckulc m.t den Kollagcnmolekulen im cn jg|f Blutungen zu s.illcn. Dies geling. ers. durch cine 

GrenzbercichdcrSchichtcnvorl.egt. kombinierte Anwendung dcr Fibrinkiebung mit ciner 

2. Wundauflagc gemaB Anspruch 1 dadurch ge- .5 *™^ e ko llagenen Wundauflagc. Jcdoch muO 
kennzeichnet. daB das Fibrinogen SH-Gruppen ent- ™™™ a ™ Kom ; onenIen bereiihal.cn, namiieh die 

hal1 - ..„ A „u •> HnHnrrh re- kollagene Wundauflage. Thrombinlosung mit Aniifibn- 

3. Wundauflagc gemaB Anspruch ,2 dadurch ge ko m e tie f g efrorene hochkonzen.rier.e Fi- 
kennzcichncdaBdas Fibrinoge n SH-Gruppen e - J^e VftVung Da Blutungen haufig plotzlich und un- 
halt, die entweder durch nac htraghche Sulfoydne- » °^ n ° r f m n ^ ert e auflrelen . s * ncn diese drei Komponen- 
rung in das Fibrinogenmolekul e.ngebracht odcr P™?"™^ idenden Augenblick haufia nicht anwen- 
dur ?h Rcduktion der Disulfidbrueken im Fibnno- ^'^f^^^ denn 2Umindest die tiefge- 
genmolekulgebildetwurden. r rnr p ne Fibrinogenlosung muB zuvor aufgetaut werden. 

de^n^^ 

kennzeichnct-daBsieinwenigstcnsemerderSchch- Z ^ und Kollagen zur Blu.s.il- 

ten Antifibrinolytika und/oder polyvalentt Prote na- Anwendung o e ^^ ^ ^ ^ 

seninhibitorenund/oder Thrombin enthalt.wobe.je- 30 '" n « ^^ e ™J n K f ebung verwendet man humanes 
doch die Kombination Thrombm-F.bnnogen m e.- ^^^^.a, Thrombin, ein Faktor-XIII- 
ner Schicht ausgcschlossen ist. vr nn -/entrai sowie ein Kollagcnvlies. Das Fibrinogen 

6. Wundauflage gemaB Anspruch 4 dadurch ge- Konzentra »™ e <■ * au fgcbracht und dor. 
kennzeichnet. daB der Arzneimutelwirkstoff e,n An- ^h den Zus^z der Thrombinlosung und von Faktor 
tibiotikum ist. u vm , lir Gerinnune eebracht. Bei starkeren Blutungen 

7. Wundauflage gemaB Anspruch 6. dadurch ge- ^''"^^'^^genvlies als vollstandig resorbier- 
kennzeichneudaBdasAntibiotikumGentamycinis. wobei man auf das Kolla- 

8. Wundauflage gemaB Anspruch 1 dadurch ge- bar T ragersub sta ^ anschlieBcnd das 
kennzeichnet. daB das Kollagen e.nen ^n^g d, gen ,es die Losung beschicmelcn Seite auf 
ausgedriickt durch das Gew.chtsverhaltms von 40 g" a 8J n ^ JJ,^ 

Stickstoff zu 4-Hydroxyprolin von < 4. vorzugswei- dn ^ Nutende Stje .-^ ^ ^ md Ha f lun g der 
se < 3 hat. Fibrinfasern im Gewebe erfolgcn. Bei dieser Klebetech- 

nik erfolgt die Beschichtung des Kpllagcns mit Fibnno- 
« gen erst unmittelbar vor der Anwendung. urn em Kolla- 

bieren des Kollagenschwammes weitgehend zu vermei- 

Kollagen wird seit geraumer Zcit in der Chirurgie den. (n;a -hver6ffep.tlichter Stand 

verwendet. Es kann in Form von Schwamn.cn oder Fa h In ^d Dt «b J J bcvcrklebbare , fiachenfor- 

sern zur Bh.ts.illung verwendet werden und ts. auch JJ^'^Idauflagc aus Kollagen und Fibri- 

nachen.sprechendcrModifizierungzurBcschleumgung 5 o m. g ( kol a ^ c ^ .^j d ^ r Kolla.cn.ragcr einsei.ig 

der Wundheilung geeignet. Bei Pat.en.cn m.t defek.er nog en btsch eb J"- ;? b « ^ $o ^ c]jescs WaIcria , 

Blutgerinnung oder bei groBflach.gen Blutungen gen - ode b^ ,dsc «j b c "-^ . m Zlistand lagorfa . 

gen iiblichc kollagene Wundauflagen n.cht. Man hat da- uber an<,ere z.tu t co 

her bereitsversucht.Kollagenmater.al mit dem Gewebe n, ^ l f . Erfindung is , C s. dem Chirurgen eine 

zu verkleben. wobei man Kleber auf Basis Resorcin- 55 ^ w d ^™ / ur verfugung zu stel.cn. die in 

Formaldehyd, Kollagen oder Gelatine verwendete. Sol- ko llagcne u = ^ Q ion an . 

che Kleber sind /war hamostyusch. jcdoch wegen .h er voH »"J» cl ^ or und wobci die vore rwahntcn 

Toxizi.a, fur die Praxis ungeeignet. Dies g. t auch fur g^wendei werden ka Kombinalioil mil rcsor- 

Acryla.klcber und die Komb.nalion m.t kollagenen Nachtul^der 

Wundauflagen. 0 A ,.fo.ihP is. es eine laecrfiihige Kollagenzuberei- 

Es ist bekannt. daB Kollagen kovalen.e Vernetzungen er Au g^e "t » ^ t ^ 

mit Binclcgewebebestandteilen eingehen kann Dabc. ,™ .^S^J 1 ^ Irderliehen Komponcn.cn 

finden Vernetzungen vom Kollagen uber Sch.ff-Basen der lokakn Hamos.ase 

sowic Aldolkondensation statt. Bekannt ist auch, daB be. enmait gcwc beverklebbare. 

Basalmembranen die Gcwebefestigkeit zusatzl.ch durch 65 D " f ^ u na« S ' 8 e,ost - 

S-S-Bruckendes Basa.membranko.lagens erre.ch. wird. kt ^^^^^^Z^i hat einen 

Bekannt ist weiterhin, Proteine. w.e Albumin m.t .nter- J^J^XuDie Hauptschich. besteht hicrbc, 

molekularen S-S-Bindungen nach milder Rcduktion und schichtwcistn Aufbau. D.e Haupt 
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aus clem Kollagen. und /.war hat dicsc Schichi cine Dik- 
ke zwischcn 0,3 und 2 cm, vorzugswcisc 0,7 bis I cm. 
Einscitig odcr bcidscitig auf dicscr Kollagenschicht be- 
findci sich cine Fibrinogcnschicht. Dicsc Fibrinogcn- 
schicht hat einc Dickc von 0.2 bis 2 mm und wird auf die 
Kollagcnobcrflache aufgebrachi, wobci cine Veranke- 
rung dcr Fibrinogenmolekiile mil den Kollagenmoleku- 
Icn im Grenzgcbiet dcr Schichten vorliegi. 
Wcscntlich isi. daB die Fibrinogcnschicht, Fibrinogen 



Es ist bekannt. Kollagen als Trager fur Antibiotika, 
wie Gentamycin zu verwenden. Auch die erfindungsge- 
maBcn Wundauflagen konnen Wirkstoffe cmhalien, bci- 
spielswcise Gentamycin, Telracyclin oder andere Anti- 
biotika oder Chemotherapeutika. 

Herstellung von Kollagcn 

Von alien Pigmentschichten und Muskelresten befrei- 



in cincr Mcngc von 0,5 bis 10 mg. vorzugswcisc 4 mg/ io te frische Rindcrschncn wurden homogenisiert und cine 
enr enihalt. " 

Es ist haufig vortcilhaft. wonn das Fibrinogen das ein- 
scitig oder bcidscitig auf das Kollagcn als Schichi aufge- 
brachi wird, frcic SH-Gruppcn enthalt. Dicsc freicn SH- 
Gruppen konen zuvor in dem Fibrinogen durch redukti- 



Menge, die 100 g Trockengewicht entspricht, in 3 I 4fc%KI 
0.05 m Zitratpuffer (pH 3,7) 24 Stunden lang extrahiert <AmAu 
und anschlieBend gegen t% Essigsaure 12 Stunden dia- 7^7; 



vc Spaltung der Disulfidbriicken ausgebildet sein, oder 
indem man Fibrinogen init SU-Gruppen haltigen Fibri- 
nogen abmischi. Weiterhin ist cs auch moglich. die in 
Fibrinogen enthaltcnen Disulfidbriicken unverandert zu 
lassen und '/.usiit/.lich SH-Gruppcn cinzubaucn, z. B. 
nach dcr Methodc von Bcncsch & Benesch in »Procee- 
dings of the National Academy of the USA, Washing- 
ton^ Band 44. 1958. S. 848 bis 853 oder Biochem. Journ. 
1%6 lOl.Seitcn 717 bis 720 (Stephen und Mitarbciter). 

Es kann vortcilhaft sein, wenn neben dem Fibrinogen 
wenigstens cine dcr Schichtcn noch Antifibrinolytika 
und/oder polyvalcnte Protcinascninhibitoren enihalt, 
wobei auBerdem noch Thrombin vorhanden sein kann, 
mit dem Proviso, daB das Thrombin sich nicht in der 
gleichen Schichi oder 
Fibrinogen befindei. 



lysiert. 

15 Das in 3 1 1% Essigsaure suspendierte Gewebe wird 
48 Stunden bei 10°C unier standigem Ruhren mit Pep- 
sin im Verhaltnis Kollagcn : Pepsin = 50 : 1 inkubiert. 

Der Ansaiz wird mit 1% Essigsaure auf 5 I verdunnt 
und durch Zentrifugation von den ungelostcn Schnen- 
20 fragmcnten befreii. 

Die viskose Kollagenlosung wird gegen alkalisiertes 
Leitungswasser (pH 8,0) dialysiert und dann scharf zen- 
trifugiert. Der Riickstand wird erneut in 51 1% Essig- 
saure gelost und dialysiert. Dieser Vorgang wird wie- 
25 derholt, bis der Faktor Stickstoff : 4-Hydroxyprolin <3 
ist. Nach dem letzten Diaiysieren wird mit 0,05% Essig- 
saure eine l t 5°/oige Kollagenlosung hergestellt, die fur 
die nachfoigenden Versuche verwendet wird. 



Zur Herstellung einer Antifibrinolytika- und/oder 
in unmittelbarem Kontakt mit 30 Proteinaseninhibitor-haltigen Kollagenschwammes von 

10x10x0,5 cm werden 50 mi der Koilagenlosung mit 



Die Herstellung der erfindungsgemaBen kollagenen 0.2 g Tranexamsaure und/oder 40 000 K1E Aprotinin 

Wundauflage kann in folgcndcr Wcisc crfolgen: versetzt und gefriergetrocknet. 

Zunachst wird Kollagen in an sich bekannter Weise Zur Herstellung eines Kollagen-Gentamycin- 

praparicrt. Das Kollagen soil dabei vorzugsweise einen 35 Schwamms von 10 x 10 x 0,5 cm werden 50 ml der Kol 



Reinheitsgrad. ausgedriickt durch das Gewichtsverhalt- 
nis von Slicksioff zu Hydroxyprolin <4, insbesondere 
< 3 aufweisen. 



FakiorN/Hyp = 



ng N 



lagenlosung auf pH 1 bis 2 eingestellt, mit 100 mg Gen- 
tamycinsulfat versetzt und gefriergetrocknet. 

Herstellung von Fibrinogenlosung 



mg 4-Hyp 



40 



Eine l,5°/oige Kollagenlosung in 0,05%iger Essigsaure 
wird in bekannter Weise zu einem 0,5 cm dicken Kolla- 
genschwamm gefriergetrocknet. Erwunschtenfalls kann 45 
man bei dieser Gefriertrocknung auch eine Losung ein- 
setzen, weleher man zuvor Antifibrinolytika (Tranexam- 
saure) und/oder polyvalcnte Protcinascninhibitoren 
(Aprotinin) zugegeben hat, wobei diese in solchen Men- 
gen zugegeben werden, daB im fertigen Kollagen- 
schwamm pro cm ? eine Konzentration von 0,2 bis 10 mg 
bzw. 4 bis 1000 KIE (Kalium-Inhibkion-Einheiten) vor- 
liegt. 

Getrennt von der Herstellung des Kotlagen- 
schwamms wird cine Fibrinogenlosung wie folgt herge- 
stellt: 

Fibrinogen fur Infusionszwecke wird in isot. NaCI bis 
zu cincr Konzentration von 30 mg Fibrinogen pro ml 
gelost. Diese Losung wird dann mit einer ublichen 
Spruhvorrichtung auf den zuvor hergesteliten Kolla- 
genschwamm unicr sterilcn Kautelcn in einer Dicke von 
0,2 bis 2 mm aufgespruht, die eine Menge von 0,5 bis 
10 mg/cnv ergibt. wobci die dabci ausgcbiklcte Schicht- 
dicke in der Regel 2 mm Schichthohe nicht ubersteigen 
clarf. weil sonsi die llaftung dicscr Schichi schlecht ist. 
Gewunschtcnfalls konnen auch in die Fibrinogcnschicht 
Aniilibrinolyiika und/oder polyvalcnte Protcinaseninhi- 
hitiwen eingcarbciici werden. 



Im Handel befindliches steriies Fibrinogen wird in 
steriler isotoner NaCI gelost, so daB eine Losung von 
30 mg Fibrinogen/ml Losung vorliegt, die fur die nach- 
foigenden Versuche verwendet wird. 

Um ein SH-Gruppen-modifiziertes Fibrinogen zu er- 
halten, arbeitet man wie folgt: 

Fibrinogen wird in isotoner Kochsalzlosung bis zu 
einer Konzentration von 20 mg/ml gelost. 10 ml dieser 
Fibrinogenlosung werden mit 1 ml. einer N-Acetylho- 
50 mocysteinthiolaktonlosung (60 mg/ml Aqua dest) und 
10 ml eines Carbonatpuffers (pH 10,6) versetzt und bei 
0°C 35 Minuten inkubiert. Die Reaktion wird dann 
durch Zugabe von 40 ml eines Phosphatpuffers pH 7,0 
gestoppt. AnschlieBend wird mit der Technik der Mem- 
branfiltration unter Verwendung eines Filters (Aus- 
schluBgrenze Molekulargewicht 5000) die Losung ent- 
salzt und gleichzeitig eingeengt. 



55 



60 



65 



Herstellung von Wundauflagen, die Kollagen und 
Fibrinogen enthalten 

Es wird zunachst 100 ml einer l°/oigen Kollagenlo- 
sung in einc Metallform von 10 x 10 cm gegeben, nach 
iiblicher Technik gefriergetrocknet und der resultieren- 
de Schwamm dann sterilisiert. Unter aseptischen Bedin- 
gungen wird nun dicscr stcrilsiertc Kollagenschwamm 
mit einer Fibrinogenlosung bespriiht, wobei pro Qua- 
dratzentimeter Kollagenoberflache 5 mg Fibrinogen 



5 
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aufgeira^gcn werden. 

m An'sch lie Bend erfolgt cine crncute Gcfriertrocknung 
und Vcrpaekung untersterilen Kautelcn. 

Die Kollagenschicht hat einc Dicke von 10 mm und 
die darauf befindliche Fibrinogenschicht eine Dicke von 5 
ca. 0.3 mm. 

Resuhate der in vitro und in vivo Vcrsuche mit Kolla- 
gen-Fibrinogcn- sowic Gcntamycin-Kollagcn-Fibrino- 
gen-Schwammcn. 

10 

In vitro 

Die so hcrgestellten Wundauflagen wurden mit einer 
ReiBfcstigkcitsmaschine getestet, bestehend aus einem 
Kraftaufnehmer, vcrbunden mit einem Schreiber. Die 15 
Eichung erfolgie im Bcreich von 100 bis 1000 Pond. Die 
Koliagen-Fibrinogenschwamme wurden mit der Kolla- 
genseite auf eine Plastikscheibe (D~ 1 cm) mittcls eines 
tcchnischen Klebers geklebt. Die fibrinogenbeschichte- 
te Seite wurde dann mit 0,1 mi Thrombinlosung (1000 20 
NIH/m!){NIH « National Institute of Health) befeueh- 
tet und nach 20 Minutcn in der Testmaschine die ReiB- 
festigkeit bestimmt. Es rcsultierten Werte von 730 
Pond/cm 2 (Mittelwert aus 7-Messungen). 

25 

In vivo 

In einer Studie an 400 Ratten wurden die (Gentamy- 
cin) Kotlagen-Fibrinogen-Wundauflagen zur Anasto- 
mosensicherung am Colon mit der herkommlichen Ge- 30 
webeklebung mit Plasmafraktionen (Fibrinkleber = 
FK)untersucht. 

a) Kontrollgruppe (Enterotominen mit 7 invertieren- 
den Einzelknopfnahten nach Lembert). 35 

b) zusatzliche Applikation von FK 

c) FK mil Kollagenvlies (fibrinogen-, gentamycin-frei) 

d) Nahtsicherung mit Kollagen-Fibrinogen-Wundauf- 
lage 

e) Kollagen-Fibrinogen-Wundauflage mit Gentamy- 40 
cin (1 mg/cm 2 ) 

In der Initialphasc der Wundheilung zeiglcn die mit 
verschiedenen Klebesystemen behandelten Tiere bis 
zum 3. postoperativen Tage im Nahtbereich eine deut- 45 
lich hohere Wundfestigkeit. Gegenuber der herkommli- 
chen Klebetechnik mit Fibrin waren bei Verwendung 
von erfindungsgemaBen Wundauflagen Adhasionen im 
Wundbercich vermindert. Durch die Applikation der 
Gentamycin-Kollagen-Fibrinogen Wundauflagen wur- 50 
de eine kontroilierte Freigabe des Antibiotikums beob- 
achtct, die Serumkonzentrationen lagen weit unter der 
toxischen Grenze. 

In einer weiteren Versuchsseric wurden Hemihepa- 
tektomien bei 5 Schweinen durchgefuhrt und nach Liga- 55 
tur der faBbarcn Arterien und Vencn die blutenden Pa- 
renchymdefekte mit Kollagen-Fibrinogcn-Wundaufki- 
gen versorgt. Im folgenden postoperativen Vcrlauf wur- 
den Nuehblulungcn nie beobachtet, die Resorption der 
Maicrialien war nach 12 Wochen abgcschlosscn. ho 

M:i den (Gentamycin) Kollagen-Fibrinogen-Wund- 
auflayen sieht cin Material /.ur Vcrfiigung, das bei einfa- 
cher, raschcr, sicherer Handhabung ausgezeichnet /ur 
Blutsiillung eingesctzt werden kann. Weiter wird einj 
Vcrbesserung der Wundheilung bei glcichzcitigcm An- hi 
libit); ikaschutz beobachict. 



